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論 文 内 容 要 旨
慢性 関節 リウマチ(RA)は 全身の様 々な関節 におい て,主 に滑膜組織 に慢性 的 な炎症が認め られ,関
節内 の滑膜 の異常増殖 によ り腫脹 と痺痛が生 じ,関 節 が変形 あるいは破壊 され る。RA患 者の 関節内 の炎
症部位 では,滑 膜 組織 や軟骨組織等 か らプ ロス タグ ランジ ン(PG)E2や プロスタ'サイク リン(PGI2),ト
ロンボキサ ン(TX)A2,ロ イコ トリエ ン(LT)等 の様 々なエイ コサ ノイ ドが産生 ・放出 されてお り,RA
の病態 の発症や進展 に関与 している。
エ イコサ ノイ ドは,様 々な刺激 に より細胞膜 か ら切 り出 されたア ラキ ドン酸(AA)等 の高度不飽和脂
肪酸 か ら生 成 され,局 所 におい て強力で多様 な生理作用 を示 し,生 体 の恒常性維持 に関与する。従 って,
エイ コサ ノイ ドの産生量 の変化 は様 々な病態 に関与す る もの と考 え られ,エ イコサ ノイ ドの定量 的解析 は,
疾患 の発症,進 行,治 療効果の測定 などに広 く応用 される もの と期待 される。 しか し,RAの 病態 にお け
るエ イコサ ノイ ド産生 に関 しての定量的な解析 は乏 しい。
魚油 中に豊富 に含 まれ るエ イコサペ ンタエ ン酸(EPA)等 のn-3系 高度不飽和脂肪酸 は,炎 症性 サ イ ト
カイ ンのイ ンター ロイキ ン(IL)・ 一1産生抑制作用 を有す ること等が報告 されてお り,炎 症性疾患 に対 す る
有用性が期待 されている。 しか し,そ の抗 炎症作用がEPA等 の脂肪酸 自身によるものなのか,そ れ らの代
謝体 による ものなのかは不明 であ る。炎症部位 では浸潤 白血球がTXA、 を産生する ことが報告 されてお り,
RAに 対 す るEPAの 効 果 には,EPAの ア ラキ ドン産 カスケー ドに よる代 謝体 であ るTXA3が 関与 している
可能性が考 えられる。
そこで本研 究では,RA患 者 にお けるPGE2,TX,PGI2,及 びLTの 産生:量を明 らかにす るため に,RA患
者か ら採 取 した試料 中の種 々のエ イコサ ノイ ドをガスクロマ トグラフィー/セ レクテ ッ ドイオンモニ タリ
ング(GCISIM)法 及び高速液体 クロマ トグ ラフィー/タ ンデムマ ススペ ク トロメ トリー(LCIMS.MS)
法 によ り定量 し,RAの 病態 とエ イコサノイ ド産生量 との関連性 について検討 した。
初め に,TXA3の 産生量 を評価す るために尿 中安定代謝物の11-dehydro-TXB3のGCISIM法 に よる定量法
を確立 した。本法 は,重 酸素水(H、'80)を 用 いて独 自に調製 した['80,]11-dehydro-TXB、 を内部標準物 質
に用い てGCISIMを 実施す る時,11-dehydro-TXB3とAA由 来の11-dehydro-TXB2を クロマ トグラフ上 で分
離iでき,両 者の同時定量が可 能である。本法 に よ り健 常人の尿 中のU-dehydro-TXB3を 定量 した ところ,
11-dehydro-TXB2の 約0.4%程 度 と極微量存在す るこ と,さ らにEPA摂 取 によ り尿 中11-dehydro-TXB3量 が
増 加す るこ とを示 した。本法 によ り,こ れ まで明 らか にされてい なか った3型TX産 生量 の解 明が可能 に
なる と考 え られる。
次 に関節 液中のPGE、 定量法 を確立 し,RA患 者関節液 中のPGE、 量 を測定 した。今 回確立 した定量法 は,
PGE、 誘導体の シリル基 に化学的 に安定 なトブチル ジメチルシリル基 を導入するこ とによ り,EI法 において
高質量域 でGCISIMを 実施 で き,爽 雑物 質の影響 を受 けるこ とのない高感度 な定量が可能 である。本法 に ・
よ り患 者関節液 中のPGE2量 を測定 した ところ,RA患 者17列 の関節液 中のPGE2濃 度 は46.3±30.6pg/m1
(mean±SD)で あ り,対 照群 の変形性 関節症(OA)患 者4例 と比較 して約4倍 高い値 を示 した。 また,
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RA患 者 の関節液 中のPGE2濃 度 と服用薬剤 について検 討 した ところ,非 ステロイ ド性抗炎症薬(NsAID,)
服用患者の関節液中のPGE2濃 度 はステ ロイ ド服用 中の患者のPGE2濃 度 よ りも低値 を示 した。なお,PGE2
濃度 とIL-!やTNF一 α等の炎症性 サイ トカイ ンの血漿中及び関節 液中の濃度 との相関性,及 びPGE、 濃度 と
RA診 断 に用い られてい る臨床検査値 との相関性 は認 め られず,服 用薬剤が関節 液中のPGE,濃 度 に大 き く
影響 しているこ とが考 えられた。
TX及 びPGI、 の産生量 は,そ れぞれの尿 中安定代 謝物 で あるll-dehydro-TXB、 及 び2,3-dinor-6-keto-PG
F1α をGCISIM法 に よ り定量 し,こ れ らを指標 として評価 した。RA患 者30例 の11-dehydrも 一TXB2量 は
908±630P9/mgcreatinineで あ り健常人10例 と比較 して約3倍 高い値 を示 した(P<0.05)。 特 に未治療
RA患 者 では健常 人 よ りも約4.8倍 高い値 を示 した(P<0.005)。 未 治療患 者の1例 は臨床検査値 が ほぼ正
常値 を示 していたが,膝 関節 の滑膜組織像 に よる病 理学的診 断に よ りRAと 診 断 されそお り,RA症 状発
現前で も尿 中TX量 が高値 を示す ことか ら,尿 中TX量 はRA診 断のためのマーカーの一つ にな り得 ると期
待 される。
一方
,尿 中の2,3-dinor-6-keto.PGF1α 量 は,薬 物療法 中の患者 では健常人 よ り低値 を示 したが(P<0.05),
未治療患者 では160.3±1319pg〆mgcreatinineと 健常 人の約4倍 高い値 を示 した(P<0.05)。 この ことか ら
未治療患 者ではTXだ けでな くPGI2に おいて も産生量が増加 しているこ とが明 らかになった。
患者 を服用薬剤 毎 に分類 して尿 中TX量 を比較 する と,NSAIDs服 用患 者で はステ ロイ ド服用患 者 よ り
も低い値 を示 し,健 常人 とほぼ同 じ値であ った。 これはNSAIDsに よる直接 的なCOX阻 害 による と考 えら
れ る。 一方,ス テ ロ イ ド単独 服用 群 やス テ ロイ ドと他 のRA治 療 薬併 用群 の尿 ,中TX量 は,健 常 人や
NSAIDs服 用群 よ りも高い値 を示 し,関 節液 中のPGE,濃 摩 と同様 な傾向 を示 した。 またステロイ ド服用群
やRA治 療薬併用群 を未治療群 と比較す ると,未 治療群 よ りわずか に低 い値 を示 してお り,ス テ ロイ ド等
め治療効果 を反映 している もの と考 えられる。一方,尿 中PGI2で は服用薬剤 に関係 な く健常 人よ り低値 を
示 した。 ステ ロイ・ドは血管 内皮 細胞 にお いてIL-1刺 激 によるCOx-2のmRNA発 現 を抑 制す るこ とか ら,
PGI2産 生量 に対す る効果 はTX産 生制御 効果 に比較 して直接 的であ ると考 えられた。 これ らの こ とか ら健
常人 に近い値 を示 した薬剤服用患 者において も,薬 剤服用前 の各土 イコサ ノイ ドの産生量 は未治療患者 と
同 じよう、に高値 を示 してい た と推察 され る。 なお,尿 中11-dehydro-TXB3量 について も同様 に比較検討 し
たが,有 意 な差 は認め られなかった。
また,凝 固系 ではTXA、 及びPGI,の 両者 のバ ラ ンスが重要であ ることか らTXIPGI,比 につい て検討 した。
患者全体 のTXIPGI、 比 は健常人 よ り高い値 を示 し(P<0.05),血 栓形成傾 向にあるこ とが推察 され た。 こ
れ はTX産 生量 に依存 している もの と考 えられ た。 しか し,未 治療患 者のTXIPGI2比 は,両 プロス タノイ
ドが共 に他 の群 よ りも高 い値 を示 しているため,そ の比 は相殺 されて変化せず健常人 とほぼ同 じ値 を示 し
た。従 って未治療RA患 者では,TXIPGI2比 よ りもTX及 びPGI、 それぞれの産生量で評 価すべ きである と考
えられる。
さらにRAの 診断,治 療の指標 と して用 い られている各種臨床検:査値 と尿 中TX量,PGI、 量及 びTXIPGI,
比 との相 関性 について検討 した。未治療RA患 者では尿 中TX量 が炎症マ ーカーの一・つ であるC一反応蛋 白
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と高 い相 関性 を示 したの に対 して,尿 中PGI,量 及びTXIPGI2比 では白血球数,血 小板数及 び赤血球沈 降速
度 について,弱 い相 関であるが相 関係数がRA患 者全 体の相 関係 数 よ りも高 くな る傾 向 を示 した。 これ ら
の知見 に関す るメカニズムは不明であるが,RAの 病態 と何 らかの関連性がある もの と考 えられる。
LT産 生量 について はcysteinylLTの 安定代謝体 である尿 中LTE、 量 をLCIMS-MS法 により測定 し,考 察 し
た。RA患 者 の尿 中LTE、 量 は,280±360P9/mgcreatinineで あ り,健 常人 よ り約5倍 高 い値 を示 した(P<
0.05)。 次 に先のTX,PGI2と 同様 に患者 を服用薬剤 によ り分類 した ところ,未 治療患 者 を含 む全 ての患者
群 において健 常人 よ り高値 を示 した。 これ までNSAIDsや ス テロイ ドはLT産 生 に影響 を及 ぼ さない こ と
が報告 されてお り,未 治療患者 と同様 な傾 向 を示 した と考 え られる。メ ソ トレキセー ト(MTX)「 併用患
者群では,健:常 人の約15倍 と極 めて高い値 を示 していた。MTXの 長期服用 時 にはLT産 生量が減少'する と
の報告が あ り,こ れ らの患者 では,MTX服 用前 にLT産 生 量が増大 していた可 能性 が考 え られ,MTX服
用 に至る過程 を含め た継続 的なモニ タリングが必 要であると考 えられる。
以上,本 研 究で は,GCISIM法 による尿 中11-dehydro-TXB、 及 び11-dehydro-TXB3の 同時定量法及 び関節
液 中のPGE2定 量法 を確立 し,RA患 者 におけるPGE2,TX,及 びPGI2産 生量 を測定 した。 また,LCIMS-
MS法 によ りcysteinylLTs産 生量 を測定 した。 その結果,こ れ らのエイコサ ノイ ド産生量 はRAの 病態 と密
接 に関わってお り,・それぞれの産生 量は,炎 症時の指標 となるだけでな く,薬 剤 のエイ コサ ノイ ド産生量
に対す る評価 に有用である と考 えられた。
一132一
審 査 結 果 の 要 旨
TXB2及 びTXB3の 尿 中代謝体(11-dehydro.TXB2及 びll-dehydro-TXB3)の 誘導体 に化学的 に安定 なシ リ
ル基 を導入す ることによ り,高 質量域 でGCISIMを 実施 で き,爽 雑物 質の影響 を受 けるこ とな く高感度 に
定量す る方法 を確立 した。方法 は,ク ロマ トグラフ上 で2型 と3型 のTX代 謝物 を確 実 に分離 して同時 に定
量で きる点が大 きな特長 であ り,'本 法 を確 立 した こ とに より3型TX量 の測定が初 めて可能 にな っただ け
で な く,2型TXと3型TXの バ ラ ンス につ い て効 率 よ く解析 す る ことが可 能 にな った。次 に,PGE2の
GCISIM法 による定量 法 を確 立 し,慢 性 関節 リウマ チ(RA)患 者 関節液 中のPGE、 濃度 を正確 に測定 し,
RA患 者ではPGE2の 産生が充進 している ことを示 した。 また,全 身1生のエ イコサノイ ドの産生量 について
解析 するために,TXA2,PGI2及 びcysteinylLTの 尿 中安定代謝物,す なわ ち11-dehydro-TXB,,2,3-dinor-6-
keto-PGFIα をGCISIM法 によ り,LTE4をLCIMS-MS法 によ り定量 し,RA患 者では これ らのエ イコサ ノイ
ドの産生 ・代謝が充進 していることを示 した。RA患 者で は全 身1生のcysteinylLTの 産生が元進 してい るこ
とが本研究 によ り初めて明 らか になった。
次 に,RA患 者 を服用薬剤毎 に分類 し,尿 中エ イコサ ノイ ド量 の変動 について比較 した。その結 果,関
節 液中のPGE2濃 度及び尿 中の11-dehydro-TXB2量 は非ス テロイ ド性抗 炎症薬服用患者群 よ りもス テロイ ド
服用患者 群 の方が高値 を示す のに対 して,尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGEα 量は服用薬剤 に関係 な く健常人 よ
りもRA患 者 が低 い値 を示す こと,ま た,尿 中のLTE、 量 は全 ての薬剤服用群 で健;常人 よりも高い こ とを明
らかに した。 メソ トレキセー ト(MTX)を 服用 してい るRA患 者 では尿 中のLTE4量 が特 に高 く,MTX服
用前 にcysteinylLT産 生がすで に増大 していた可能性が あるこ とを示唆 した。 この様 に,尿 中のLTE4量 を
モニタ リングす ることに よ り,薬 剤投与開始時期 の判 断及 び薬剤投与効果の評価 に有益 な情報が得 られ る
可能性 を示唆 した。
本研究 は,感 度及 び選択性 に優iれたGCISIM法 及びLCIMS-MS法 を用いて各種エ イコサ ノイ ドの極めて
正確 な測定法 を確立す る とともに,こ れ まで定量 的な解析が乏 しかったRA患 者 にお けるTXA2,PGI,及 び
cysteinylLTの 尿 中安定代謝体の量,並 びに各 エイ コサ ノイ ド代 謝体の尿 中排泄量 に対す る薬 剤の影響 に
つ いて解析 した。 その結 果,各 エ イコサ ノイ ド代 謝体の尿 中排泄量 は,RAの 炎症 時の指標 とな るだけで
・な く,エ イコサ ノイ ド産生 に対す る薬剤の効果 を評価す る上で極めて重要 な情報 を提供す るこ とを示 した。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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